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論 文 内 容 の 要 旨 
 γ-グルタミルトランスペプチターゼ（GGT、EC2.3.2.2）はバクテリアから哺乳類まで幅広い生物に存在する酵素
である。GGT は細胞外にあって、グルタチオン（GSH）などの、γ-グルタミル化合物の代謝の最初のステップを触
媒する。細胞外の GSH は GGT によって代謝され、細胞のシステイン源として使われる。更に哺乳類では、細胞から
排出された GSH と毒物の抱合体はメルカプツール酸に変換され尿中に排出されるが、その変換反応に GGT が関与し
ている。 
GGT の基質認識と酵素反応 
 GGT はγ-グルタミル化合物のγ-グルタミル基を加水分解する反応と、γ-グルタミル基を他のアミノ酸やペプチ
ドに受け渡す転移反応とを触媒する。これらの反応はγ-グルタミル基が GGT に結合した「γ-グルタミル酵素中間体」
を経て進行するとされている。これまでの解析から活性残基が推定され、基質結合・酵素反応に関与する残基が示さ
れている。 
 基質の結合様式や反応の分子機構を明らかにするため、大腸菌由来 GGT の X 線結晶解析により立体構造を 1.95 Å
分解能で決定した。更に GSH を含む溶液に GGT 結晶を様々な時間浸けて反応させた後、瞬間的に凍結させることで
不安定な分子種をトラップし、酵素反応を結晶学的に追跡した。結晶を GSH 溶液に 10 秒間浸けた結晶から、γ-グ
ルタミル基が活性残基と共有結合した「γ-グルタミル酵素中間体」（GGT-γG）の構造を捉えた。GGT-γG の構造
から、酵素反応に関与している残基を明らかにし、酵素反応に対する分子基盤を与えた。酵素反応に関与する残基は
異なる種間でよく保存されており、GGT の基質認識や反応機構は全ての生物で同一であることを示唆した。 
GGT の成熟化 
 GGT は、一本のポリペプチド鎖からなる前駆体として合成され、自己触媒的な翻訳後プロセシングによってヘテ
ロダイマーとなり成熟する。プロセシングの活性残基であるThr-391をAlaに置換すると、プロセシングをうけない。
GGT の成熟に伴う構造変化と、プロセシング反応の分子機構の解明を目指して、T391A 変異体の X 線結晶解析を行
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い、立体構造を 2.55Å分解能で決定した。 
 T391Aの構造は全体として成熟型 GGTとよく似ていたが、成熟型で L-サブユニットの C 末端にあたる P-loopと、
その近傍の残基の構造が大きく異なっていた。T391A 中の P-loop は、成熟型 GGT ではポケット上部を覆っている
Lid-loop を押しのけて存在し、またポケット側面と接触してポケットを広げていた。プロセシングがおこり P-loop
がポケットから移動すると、ポケットがちょうど基質を受け入れられるサイズとなり、また Lid-loop がポケット上に
移動できるようになって、成熟型の基質結合ポケットが完成することが明らかになった。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 γ-グルタミルトランスペプチターゼ（GGT）は幅広い生物に存在し、グルタチオンをはじめとするγ-グルタミル
化合物の代謝で主要な働きを担っている酵素である。GGT はγ-グルタミル化合物のγ-グルタミル基を加水分解する
反応と、γ-グルタミル基を他のアミノ酸やペプチドに転移させる反応とを触媒する。GGT は一本のポリペプチド鎖
からなる前駆体に翻訳され、その後自己触媒的プロセシングによってヘテロダイマーの成熟型酵素になる。 
 岡田敏洋君は、まず大腸菌由来 GGT の立体構造を決定した。これは GGT として最初の解析例であり、ユニークな
構造を明らかにした。さらに、不安定なγ-グルタミル酵素中間体を捕捉することに成功し、この中間体の構造を決定
するとともに、反応後の複合体構造や生成物との複合体構造をも決定した。これらの結果は、基質認識や酵素反応に
関与する残基を明らかにしただけでなく、反応過程を可視化し、遺伝学的知見をも説明することもできた。また、GGT
の一次構造情報とあわせて、大腸菌 GGT についての結論が全ての GGT について基本的に適用できることを示した。 
 岡田君は、プロセッシングをうけない GGT の T391A 変異体タンパク質の構造解析をし、成熟型酵素との構造比較
から、GGT 成熟化の分子機構にも光を与えた。すなわち、プロセッシングにより、L-サブユニットの C 末端（P-loop）
の構造変化だけでなく、P-loop の移動に伴い活性部位を覆っている Lid-loop が形成されることを明らかにした。さら
に、活性部位側面を構成するアミノ酸残基も移動し、活性部位の構造ができあがることを示した。 
 以上のように、GGT の酵素反応の分子機構について画期的に理解を深め、また GGT の翻訳後プロセッシングによ
り活性型酵素へ成熟する過程を具体的に示した。よって、本論文は博士（現学）の学位論文として十分価値あるもの
と認める。 
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